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hSHIP 负调 PI3K/AKt 信号通路对 Hela 细胞增殖与凋亡的影响 
                                  摘要 
背景：hSHIP( Human SH2 domain-containing inositol 5´-phosphatase，
人含 SH2 结构域肌醇磷酸酯酶)属于肌醇 5’磷酸酯酶家族，主要在造血细胞中
表达。研究显示， SHIP 能通过 PI3K/Akt 信号通路对造血细胞增殖、存活及终








RT-PCR及Western blotting 检测Akt的表达情况及ELISA法检测Akt磷酸化水平。 
结果：成功构建了pcDNA3.1-GFP-hSHIP真核表达载体，并成功建立了稳定转
染HeLa细胞株(HeLa/hSHIP-GFP，HeLa/GFP)。与对照组（HeLa/GFP）相比，细胞
处于S期的比例从27.3±4.50% 上升到 47.2±7.78% (P<0.05) ，G2/M期从




量比为255.0±50mg vs 117.5±35mg （P<0.05)，实验组的抑瘤率为53.92％
（P<0.05）;进一步检测表明，总Akt蛋白及Akt1/2 mRNA的表达及Akt磷酸化水平
明显下调。 
结论：本文研究提示，hSHIP 能显著抑制 HeLa 细胞的增殖及存活，诱导 HeLa



















Effect of hSHIP on proliferation and apoptosis of Hela cells 
through downregulation of PI3K/Akt pathway 
                    Abstract 
Background: Human SH2-containing inositol-5-phosphatase(hSHIP) belongs to 
inositol phosphatase family and restricts to hematopoietic cells. The studies showed 
that hSHIP acts as a negative regulator of proliferation, survival and end cell 
activation in hematopoietic cells. To explore whether hSHIP induces apoptosis and 
cell cycle arrest in nonhaemopoietic tumors with abnormal activation of PI3K/Akt. 
Methods: The full-length SHIP cDNA fragment was amplified by RT-PCR from 
the human peripheral blood mononuclear cells and subcloned into pcDNA3.1-GFP 
vector to construct pcDNA3.1-hSHIP-GFP full-length vector. pcDNA3.1-hSHIP-GFP 
and pcDNA3.1-GFP(control) were transfected into HeLa cells by 
LipofectamineTM2000, The stable transfected HeLa cell lines were then established by 
screening culture with G418, and the expression of hSHIP-GFP and GFP were 
identified by Flurescent microscope and Western blotting. Cell cycle was examined 
by Flow cytometry. Apoptosis was detected by Hoechst33258/ PI and caspase3 
activity assay. Cell growth was determined by MTT assay and tumorigenicity in nude 
mice. The levels of Akt expression were measured by semi-quantitative RT-PCR and 
Western blotting, and phosphorylation of Akt(Ser473) was abserved by ELISA. 
Results: The eukaryotic expression vector pcDNA3.1-hSHIP-GFP were 
contructed successfully, and stable transfected HeLa cell lines were established. Flow 
cytometry analysis showed that expression of hSHIP remarkably increased the 
proportion of HeLa cells in S-phase (from 27.3±4.50% to 47.2±7.78%, P <0.05) and 
decreased the proportion of cells in G2/M phase (from 14.5±1.91% to 2.6±0.71%, 
P<0.05), these data showed that hSHIP significantly induced S-phase arrest of HeLa 














assay. The cell growth was reduced by 80.19%（P<0.05）  at 96h, and the 
tumorigenicity in nude mice was reduced evidently(255.0±50mg vs 117.5±35mg, 
P<0.05), the ratio of inhibition of tumor was 53.92%（P<0.05）,  Further tests showed 
that hSHIP leads to down-regulate expression of Akt and phosphorylation of Akt. 
Conclusion: In this study, hSHIP can significantly inhibit proliferation and 
survival of HeLa cells, and induce S arrest and apoptosis. The possible mechanism is 
related to downregulation of the expression and phosphorylation of Akt. These results 
would contribute to the further study of its anti-tumor biological functions and the 
suppression of other nonhaemopoietic tumors with abnormal activation of PI3K/Akt 
by hSHIP. 
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hSHIP(Human SH2-containing inositol-5-phosphatase,人含 SH2 结构域
肌醇磷酸酯酶) 属于肌醇磷酸酯酶家族，只局限造血细胞中表达的其分子量大小
为 145 kDa 蛋白 [1, 2]。SHIP 最初由 DAMEN 等人于 1995 年从 B6SutA1文库克隆获
得该未知的 145 kDa 蛋白质的全长 cDNA。根据 SHIP 蛋白氨基酸序列 N端含有 
SH2 结构域，并具有水解 3,4,5-三磷酸磷脂酰肌醇(phosphatidylinositol– 
3,4,5-triphosphate, PIP3)及 1,3,4,5-四磷酸多磷酸肌醇(inositol- 
1,3,4,5- tetrakisphosphates, IP4 )的 5’磷酸酯酶活性，故命名为含 SH2 结
构域肌醇-5-磷酸酯酶[3]。大量研究表明 SHIP 能通过 PI3K/Akt 信号通路对造血
细胞增殖、存活及终末细胞活化起到负调节作用。 
1  SHIP 的结构 
   人类 SHIP 基因定位于染色体 2q36-q37.1，有 32 个外显子和 31 个内含子组成; 
mRNA 的长度为 5.3kb[4]，其 cDNA 序列内开放阅读框架（ORF）含 3567 个脱氧
核苷酸，编码由 1188 个氨基酸残基组成的蛋白质[4]，开始定位于胞质中，然后
通过蛋白质与蛋白质之间的相互作用定位于细胞膜才能发挥其功能。 




     图1  SHIP一级结构示意图. 
Fig. 1. The primary structure of hSHIP 
 
1.1 氨基端 SH2 结构域 
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共 96 个氨基酸残基;该结构域优先与 pY(Y/D)X(L/I/V)序列结合。GFP-SHIP 显示
SHIP 蛋白从细胞质中定位于细胞膜上，主要依靠 SH2 结构域将其募集于细胞膜
上。IL-3 与 IL-3 受体结合后，在 Jak2 介导 IL-3 受体 B 亚基的第 577 位酪氨酸磷
酸化，P-Tyr577 与 Shc 的 PTB 结构域结合，随后在 Lyn 或 Jak2 作用下 Shc 的 Tyr239
及 Tyr317 磷酸化，Shc 的 p-Tyr-239 与 SHIP 氨基端 SH2 结合[6,7]（图 2 所示）。 
 
 
          图 2  SHIP 依赖 SH2 结构域募集到细胞膜 
Fig. 2. SHIP-dependent SH2 domain recruits to plasma membrane 
        
1.2 磷脂酰肌醇-5-磷酸酯酶催化结构域 
    催化结构域序列从第 402 个至第 713 个氨基酸残基组成，共 311 个氨基酸残
基，其中包括两个 5´磷酸酯酶基序，能去除 3,4,5-三磷酸磷脂酰肌醇（PIP3）
及 1,3,4,5-四磷酸肌醇（IP4）5 位上的磷酸根[8]。 
 脂质 PIP3 定位于细胞膜上，是胰岛素、表皮生长因子等细胞生长因子在细
胞中的第二信使[8]。Dipak 等[9]研究发现激活 PI3K/Akt 信号通路，可诱导小鸡
胚胎中囊尿膜的新生血管生成并可上调血管内皮生长因子(VEGF) mRNA 的表
达。VEGF 通过与细胞膜上的受体结合而激活磷脂酰肌醇 3´激酶 (PI3K)，使 3,4-
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通过蛋白激酶 B (PKB)／Akt 促使细胞进入细胞分裂周期 ，而抑制细胞调亡；
PIP3 还可通过其它效应分子刺激细胞增殖。而 SHIP 能使 PIP3 去磷酸化转变为
PIP2，起到负性调节 PI3K/Akt 途径，从而抑制这些效应。 
1.3 羧基端富含脯氨酸结构域 
SHIP 包括一个羧基端富含脯氨酸结构域，该结构域上含有 2 个 NPXY 基序，
NPXY序列上的酪氨酸磷酸化后与其他结构域如SH3结构域或PTB结构域结合。
野生型 SHIP 导入 SHIP-/- BMMC（Bone marrow-derived mast cell）细胞后，能拮
抗 SF 因子(Steel factor)诱导 PIP3 增加、钙内流及 BMMC 细胞的脱粒反应。C 端
富含脯氨酸结构域不同程度截短的 SHIP 导入 SHIP-/-BMMC 细胞，其反应与野生
型相比出现不同程度的削弱，表明 SHIP 的 C 端在水解 PIP3 及抑制 BMMC 细胞
的脱粒反应方面起促进作用[10]。 
2  分布 
    SHIP 只限于造血干细胞和造血细胞中表达，且在不同类型造血细胞的表达
水平变化很大。红系细胞特异抗原（TeR119+）阳性表达时，SHIP 不再表达[11]。
相反地，随着 T 细胞不断成熟[12]或者静止 B 细胞活化时[13]，SHIP 表达明显增加。
同样，SHIP也存在于成熟粒细胞、单核细胞/巨噬细胞、肥大细胞及血小板中[14-17]。
SHIP 有两种可变的转录形式，且这两种转录形式共表达于造血干细胞中[18-20]。 


































图 3 sSHIP 与 SHIP 结构区别（数字代表脱氧核苷酸数） 
Fig. 3. Different structures between sSHIP and SHIP（Number refers to the 
numbers of nucleotide） 
       
 
              图 4  sSHIP 与 SHIP 不同的转录起始 
 Fig. 4. sSHIP is generated by transcription from a promoter within the intron 








































因为 SHIP2 能在多个组织不同程度的表达[23]，而 SHIP 仅仅限于造血细胞表达而
在其他组织不表达[31]。 
Bruyns 等[25]报道，SHIP 与 SHIP2 同时在人 T淋巴细胞中表达，但 T细胞受
体经过长期刺激后，只有 SHIP2 的表达量增加。在 db/db 小鼠的骨骼肌和脂肪组
织中，胰岛素耐受性与 SHIP2 表达量增加有关[32]。 
 
 
                    图 5  SHIP 与 SHIP2 结构的区别 
Fig. 5. Different structures between human SHIP and SHIP2. The percentage 
refers to sequence identity between SHIP and SHIP2 different interaction 
domains. 
 
4  SHIP 调控的信号转导通路 
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导通路。PI3K 对磷脂酰肌醇环上的 3 位羟基进行磷酸化产生磷酸化的磷脂酰肌
醇：包括 3-磷酸磷脂酰肌醇（phosphatidylinositol 3-phosphate, PI-3P）、3,4-二磷
酸磷脂酰肌醇（PIP2）、3,4,5-三磷酸磷脂酰肌醇（PIP3）。 
 多种生长因子主要通过 PI3K/Akt 信号转导通路而发挥作用。PI3K 激活后的
产物 PIP3 与 Akt 的 PH 区结合，不仅导致 Akt 发生从细胞质到细胞膜的转位，
还可促使其构象发生改变，从而得以在 Ser473 和 Thr308 位点磷酸化激活，而
Ser473 和(或)Thr308 位点的磷酸化是 Akt 激活的必要条件。另外，Akt 的激活尚
需要磷脂酰肌醇依赖的蛋白激酶(phosphoinositide-dependent protein kinase, PDK)
参与，PDK-1 只能使 Thr308 位点磷酸化，而对 Ser473 位点无直接作用，但 Akt
的 PH 区与脂质产物的高亲和力结合，促进了 PDK-1/PDK-2 复合体的形成，后
者具有使 Ser473 位点磷酸化的能力[33]。活化的 Akt 通过磷酸化作用激活或抑制
其下游靶蛋白 Bad、Caspase9、NF-кB、GSK-3、FKHR、P21Cip1和 P27Kip1等，
进而调节细胞的增殖、分化、凋亡以及迁移等（图 6 所示）。 
PI3K/Akt 信号通路的活性被 SHIP 负调节，使 PI3K 产物 PIP3 的 5´去除磷
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